4%, UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
w “JULIO DE MESQUITA FILHO”
u nesp INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

Ecologia

AILTON FABRICIO NETO

INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO
TERMOPERIODO SOBRE A TAXA
METABOLICA DE REPOUSO EM
CASCAVEIS, Crotalus durissus
(Serpentes: Viperidae)

Rio Claro
2015



AILTON FABRICIO NETO

INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO TERMOI?ERiODO SOBRE A
TAXA METABOLICA DE REPOUSO EM CASCAVEIS, Crotalus durissus
(Serpentes: Viperidae)

Orientador: Dr. Denis Otavio Vieira Andrade

Coorientador: Me. Rodrigo Samuel Bueno Gavira

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” -
Campus de Rio Claro, para obtencao do grau de
Ecdlogo.

Rio Claro
2015



598.1
F126i

Fabricio Neto, Ailton

Influéncia da temperatura e do termoperiodo sobre a taxa metabolica
de repouso em cascavéis, Crotalus durissus (Serpentes: Viperidae) / Ailton
Fabricio Neto. - Rio Claro, 2015

441, : il figs., gréfs., tabs., fots., mapas

Trabalho de concluséo de curso (Ecologia) - Universidade Estadual
Paulista, Instituto de Biociéncias de Rio Claro

Orientador: Denis Otavio Vieira Andrade

Coorientador: Rodrigo Samuel Bueno Gavira

1. Réptil. 2. Regimestérmicos. 3. TMR. 4. Variagdo circadiana. 5.
Temperatura flutuante. 6. Temperatura constante. |. Titulo.

Ficha Catal ogréfica elaborada pela STATI - Bibliotecada UNESP
Campus de Rio Claro/SP




Aos meus pais Ana e Luiz, e ao irmao
Sérgio, pelas cobrangas e  apoio,

possibilitando o andamento deste trabalho.

A Daniela, namorada mais linda do mundo,
amor da minha vida, por todo seu amor e

companheirismo.



AGRADECIMENTOS

Importantissimo comegar agradecendo aos meus pais, afinal, se eles nao
tivessem ligado para a cegonha ha 25 anos, eu nao estaria aqui hoje. E também por
todo o amor, carinho, broncas, risadas, viagens, tristezas, mais risadas, alegrias e
tudo que s6 ndés sabemos que passamos em todos esses anos (n6s somos Ana
Lucia, Luiz, Sérgio e Ailtinho).

Ao mini-mim (Sérgio), que nasceu 2 anos e 9 dias depois de mim e chegou
causando, arrumando briga, levando mordidas... Mas, entre socos e chutes,
sobrevivemos e nos damos muito bem.

A Daniela, amor da minha vida, pelo amor, companheirismo, carinho, beijos,
abracos, aulas de boxe e, claro... PAlll ROMANCE! Muito obrigado por todas as
jantas, almogos (hun... Comida =D ) e baladas que (ndo) fomos.

A toda a minha familia.

E, muito importante, minhas CHEFIAS!

Ao orientador Denis, pelas rabanadas (n&o) pagas, os churrascos na sua
casa, as centenas de corregdes, as viagens de campo, etc... E por sempre nos
estimular a realizar a pesquisa de maneira correta.

Ao co-orientador Rodrigo Gavira (Penapolense) pelos almogos pagos, pelo
treinamento para mexer com as serpentes, pelas caronas, pelas viagens ao
Butantan (com direito a almogo no Feijao de Corda), as milhares de corre¢cdes nesse
trabalho.

A Chefia Fernanda Centeno por me levar para conhecer (e trabalhar, claro) na
Serra do Cipd, um dos lugares mais lindos que ja visitei. Também agradego aqui
pela alimentacdo, Cipd Rural, sempre alegrando nosso campo! E aqui também
agradeco o Beto, o Zé Gotinha e a Dani, enfim, todo o pessoal que sempre ajudou e
tiraram todas as minhas duvidas sobre serpentes e sapos em campo.

Ao Chefia Rafael, por me levar para os mais diversos campos em diversos
nucleos de conservagédo da Mata Atlantica (Santa Virginia, Cunha, Picinguaba),
onde pude entrar em contato com diversas espécies de anfibios e aprender mais
sobre esses animais tao fascinantes (ndo tanto quanto as serpentes, claro).

Agradeco as chefias Juliana (filha do dono do Tikito), Lua,, Muzambinho,
Jussara e Bruna (Garrafinha), por todas as conversas, risadas, ajudas, enfim,



companheiros para uma vida toda! Tornando meu ambiente de “trabalho” muito, mas
muito mais feliz =D.

Aos técnicos do jacarezario: Carlinhos, pelas primeiras aulas para
manutencao de serpentes e por me ensinar a me importar principalmente com a
segurancga, evitando acidentes. Jhonny, por ajudar no treinamento também e me
deixar mexer com as cobras aos poucos. Ao Fernando, Ayrton e Emigdio, por me
ajudarem sempre que eu precisei (alcool, formol, vidro de cole¢gdo, camundongos,
entre as mais diversas tarefas).

A galera da Ecologia 2011 (vou tentar colocar todos), em especial a Rep.
Lenda (P.P.O.H.P.):

- Ades, por ser o suco de soja mais divertido de todos os tempos.

- Pardal, espécie invasora, porém amigavel.

- Fruta, por que frutas tém vitaminas.

- Quinto, por vir depois do quarto e antes do sexto.

- Nativo, porque isso que é faculdade!

- Japanao, um cara muito seletivo.

O resto da Turma: A Saude, por me provar que nao ha nada de errado com
meu sistema imunoldgico; ao Mau-mau, por toda a ajuda prestada com analises,
leituras, corregdes, abragos fortes (amplexos talvez); a Elisa, por ter me recebido no
Rio de Janeiro e me levado para conhecer a “cidade maravilhosa”; ao Baleia (Boto
fé, pode crer...); ao C3PO, que apesar de ser um cara meio tenso, sempre esta
disposto a ajudar; ao Rambo, por toda sua delicadeza e sensibilidade mostrada
durante os anos de graduagéo; ao Pagode, porque so por causa dele eu posso falar
que curto Pagode; a Cecilia, eu ndo posso colocar aqui a mensagem que vocé
merece, porque senao meu T.C.C. seria classificado como “para maiores de 18
anos”, mas sinta-se contemplada; a Magaiver, por todas as risadas e por estar
cuidando bem da minha camiseta da cascavel; a Jaque, pelas demonstracdes de
como se imitar uma curicaca (Theristicus caudatus) performadas com tamanha
perfeicdo, que nao consigo descrever em palavras; a Wandinha, pelos trabalhos de
campo no horto; a Yoshi, por salvar o Mario no Super Mario World; a Pati, por me
mostrar que reclamar nunca é demais; a Mari (Bic, Zula, Letwitter), por ter a maior
quantia de apelidos a ndo pegar; a Jamile (uma noites) por mudar nossa visao sobre
o Ades; a Magal, porque eu gosto do Sidney Magal; a Sara, que mesmo quando

esta meio estranha, € uma grande amiga; a Ménica, por fazer eu me sentir melhor



em relagdo ao meu gosto musical (=D); ao Da Lua, pelo kit de banho, que ndo usei
até hoje, afinal, me chamo Cascéo...; ao Estima, pela ajuda na semana do bixo
abrindo as cervejas com os dentes (Al); a Carol, pelos abragos diarios XD; a Nathi,
por comparecer as aulas da Zezé como monitora e fazer parte da equipe; ao
Pokémon, por ser 900 em 1 e a cada ano aumentar ainda mais; a Cereja, por ser
minha parceira na brincadeira do barbante no primeiro dia da semana do bixo; a
Long, por me apresentar a um grande amigo que tive (Remela); ao Havaiana
(holistico e intrinseco) e a Paula (nem sei direito o que falar). Também da Turma: o
Tulio, por todos os rangos e a I¢a, por ser americanense e me entender quando eu
estava fulo da vida com o prefeito.

Aos meus amigos de Americana e regiao, em especial Jordano (irmao) e Gabi
(tia), Tiago (Fila), Lucas e Réjaum.

Um agradecimento muito especial aos meus amigos mais verdadeiros, que
sempre demonstraram o amor mais sincero, que independente de qualquer coisa
sempre me alegraram: Sally, Meg, Nina, Pituca e, agora, Bdris. Em Rio Claro:
Groselha, Beta e Luck. Agora os nao convencionais: Bistequinha, Torresminho,
Maminha e Mignonzinho. E a parte que eu choro: Miranda, Pixuinha, Tobias e
Neguinha. E os que foram vitimas da crueldade de outro bicho (homem): Coca e
Remela.

E as minhas cascavéis que, embora ndo me amem como 0s animais acima,
me deixaram viver para contar a historia (no caso, esse T.C.C.), e a todas as outras
serpentes, animais maravilhosos que sdo muito mal compreendidos.

Por fim: V6 Laide, Tia Ana, Bisa Henriqueta, Primo Michel, Tia Ligia, Muril&o...

Quantas saudades deixaram... Mas um dia nos veremos de novo =).



RESUMO

Serpentes sao animais ectotérmicos e, portanto, tém suas fungdes fisioldgicas
fortemente influenciadas pela temperatura. Por exemplo, a taxa metabdlica de
repouso (TMR) destes animais aumenta com o aumento da temperatura corporea.
Entretanto, as determinagbes metabdlicas em organismos ectotérmicos, inclusive em
serpentes, geralmente sao realizadas através da submissdo dos animais a regimes
constante de temperatura. Este procedimento experimental, embora amplamente
utilizado, aceito e certamente adequado em alguns casos, submete os animais a
uma situacao bastante diversa daquela experimentada pelos animais na natureza.
De fato, ectotérmos sao conhecidos por apresentarem variagdes amplas de sua
temperatura corpdérea ao longo do dia e/ou estacbes do ano. Se esta discordancia
entre a biologia termal dos animais e as condigbes experimentais, por exemplo ao
longo do ciclo circadiano, afeta as determinagdes das taxas metabdlicas dos animais
ectotérmicos, permanece ainda bastante incerto. Desta forma, o presente estudo
teve por objetivo testar os efeitos de diferentes regimes térmicos (flutuante vs
constante) em diferentes faixas de temperatura sobre a TMR de cascavéis (Crotalus
durissus). Para tanto, a TMR das cascavéis foi medida através das taxas de
consumo de oxigénio (Vo2) nas temperaturas constantes de 15°C, 20°C, 25°C, 30°C
e 35°C. Para os regimes flutuantes, as serpentes foram medidas em termoperiodos
de 12/12 horas, compostos da seguinte forma: 15°C e 25°C; 20°C e 30°C; e 25°C e
35°C. Nossos resultados mostram que a TMR de C. durissus aumenta conforme o
aumento da temperatura, independente do regime térmico. A TMR obtida nos
regimes constantes de 20°C e 25°C nao diferiu daquela medida nos regimes
flutuantes correspondentes (i.e., 15 — 25°C e 20 — 30°C). Entretanto, a 30°C
constante, a TMR foi significativamente maior do que aquela obtida no regime
flutuante de 30°C (25 — 35°C). Isso indica que os efeitos potenciais da submissao
das serpentes a regimes térmicos diversos de sua biologia termal adquirem maior

importancia com o aumento da faixa de temperaturas considerada.

Palavras-chave: TMR. Crotalus durissus. Variagao Circadiana. Temperatura.

Termoperiodo.



ABSTRACT

Snakes are ectothermic animals and, therefore, their physiological functions are
strongly affected by temperature. For instance, the resting metabolic rate (RMR) of
this animals increase with the rise in body temperature. However, metabolic
determinations in ectothermic organisms, including snakes, are generally made by
submitting the animals to constant temperature regimes. This experimental
procedure, although widely used, accepted and certainly suitable in several cases,
submit the animals to a very different situation from that experienced by them in
nature. In fact, ectothermics are known by presenting extensive variations in their
body temperatures trough the day and/or seasons. If this disagreement between the
thermal biology of the animals and the experimental conditions, for instance over the
circadian cycle, affects the determinations of metabolic rates of ectotherm animals,
remains quite uncertain. Thus, this study aimed to test the effects of different thermal
regimes (fluctuating vs constant) in different temperature ranges over the TMR of
rattlesnakes (Crotalus durissus). Therefore, the TMR of rattlesnakes was measured
by the oxygen consumption rates (Vo) in the constant temperatures of 15°C, 20°C,
25°C, 30°C and 35°C. For fluctuating regimes, snakes were measured in
thermoperiods of 12/12 hours, as follows: 15°C and 25°C; 20°C and 30°C; 25°C and
35°C. Our results show that the RMR of C. durissus rises as the temperature
increases, regardless of the thermal regime. The obtained RMR in the constant
regimes of 20°C and 25°C was not different from that measured in the correspondent
fluctuating regimes (i.e., 15 — 25°C e 20 — 30°C). However, at constant 30°C, the
RMR was significantly higher than that obtained in the 30°C fluctuating regime (25 —
35°C). This indicates that the potential effects in submitting of snakes to different
thermal regimes of its thermal biology become more important with increasing

temperature range considered.

Keywords: RMR. Crotalus durissus. Circadian Variation. Temperature.

Thermoperiod.
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1 INTRODUGAO

A temperatura corporea exerce uma influéncia importante em praticamente
todos os aspectos comportamentais e fisiologicos dos organismos vivos (Huey e
Stevenson, 1979; Huey, 1982; Kingsolver e Woods, 1997; Weinstein, 1998;
Ojanguren e Braita, 2000; Mondal e Rai, 2001; Angiletta et al., 2002). Nos
ectotérmicos, esta influéncia submete-se, de maneira bastante direta, as variagdes
da temperatura ambiente, uma vez que nestes organismos a temperatura corpérea é
fortemente correlacionada com a temperatura ambiente (Angiletta et al., 2002).

Assim, é razoavel que os efeitos da variagdo da temperatura sobre uma
enorme variedade de fungdes e processos tenham sido amplamente estudados em
animais ectotérmicos (Huey e Stevenson, 1979; Andrews e Pough, 1985; Angilletta
et al., 2002; Andrade et al., 2005; McCue, 2006; Niehaus et al., 2012). Em
serpentes, por exemplo, é sabido que variagdes na temperatura corporea afetam
significativamente o metabolismo (Stevenson et al., 1985; Angilletta et al., 2002;
Toledo et al., 2003), comportamento defensivo (Passek e Gillingham, 1997; Citadini
e Navas, 2013), crescimento (Vinegar, 1974; Lourdais et al., 2004), digestdo (Wang
et al., 2003), forrageio (Ayers e Shine, 1997), reproducao (Weil e Aldridge, 1979),
além de varias outras fungdes bioldgicas.

Acontece, porém, que a determinagdao da influéncia da temperatura sobre
diferentes parametros fisiolégicos dos organismos ectotérmicos, taxa metabdlica
inclusa, geralmente é realizada através da submissdo dos animais a condi¢des
experimentais com regimes térmicos constantes ao longo de todo estudo, ndo raro
por diversos dias consecutivos (ver Secor, 2009). Por outro lado, temos que, em
condigdes naturais, a temperatura corporea dos ectotérmicos frequentemente
apresenta uma variagao circadiana consideravel (Kingsolver, Higgins e Augustine,
2015; Colinet et al., 2015), decorrente tanto da variagao térmica do ambiente como
de comportamentos termorregulatérios especificos (Roe et al., 2004; Niehaus et al.,
2012), como a busca por abrigos ou lugares mais expostos a radiagao solar. Desta
forma, a manutengdo experimental dos animais sob regime constante de
temperatura pode ser bastante diversa daquela experimentada sob condicbes
naturais. Se esta discordancia entre a biologia termal dos animais e as condigbes
experimentais, por exemplo, ao longo do ciclo circadiano, afeta as determinacdes

das taxas metabdlicas dos animais ectotérmicos, permanece ainda bastante incerto.
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Um dos parametros fisiologicos mais frequentemente estudados em
organismos ectotérmicos em funcdo de variagdes da temperatura corpérea é o
metabolismo energético (Angilletta, 2009). Neste sentido, a variavel mais basica a
ser determinada é a taxa metabdlica de repouso (TMR), que corresponde ao
dispéndio energético necessario para a manutencgao das fungdes fisioldgicas basicas
de um animal ectotérmico, quando este se encontra em completo repouso, em
estado pods-absortivo e em condi¢cbes de temperatura experimentalmente definidas
(Bennett e Dawson, 1976). A TMR constitui um parametro integrativo central para
avaliar as interrelagdes e compromissos energeticos de um organismo e, portanto, €
frequentemente avaliada em funcdo da variagdo da temperatura corpérea,
permitindo consideragdes importantes geralmente focadas em aspectos de cunho
ecofisiologico.

Os efeitos da temperatura sobre a TMR de um grande numero de répteis (ver
Andrade et al., 2005) e, mais especificamente, de serpentes (McCue e Lillywhite,
2002; Toledo et al., 2003; Wang et al., 2003; Zaidan e Beaupre, 2003; Bessler et al.,
2010; Gavira e Andrade, 2013a) encontram-se amplamente difundidos na literatura.
No entanto, com raras excegoes, todos estes estudos foram conduzidos em regimes
constantes de temperatura. Naqueles poucos estudos nos quais regimes térmicos
diferentes dos constantes foram avaliados, os resultados apontam que a taxa
metabdlica pode ser afetada por diferengas no regime térmico ao qual os animais
sdo submetidos (Carey, 1979; Bozinovic et al., 2013; Gavira e Andrade, 2013b;
Stahlschmidt, Jodrey e Luoma, 2015). Por exemplo, a TMR da serpente urutu-
cruzeiro (Bothrops alternatus), a 25°C, foi significativamente maior no regime térmico
constante do que aquela medida em um regime flutuante (i.e., temperatura oscilava
entre 20°C e 30°C a cada 12 horas), cuja temperatura média também era de 25°C
(Gavira e Andrade, 2013b), indicando que o uso de um regime térmico flutuante
diminui de maneira significativa a TMR de Bothrops alternatus.

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo testar os efeitos de
diferentes regimes térmicos (flutuante VS constante) em diferentes faixas de
temperatura sobre a TMR de cascavéis (Crotalus durissus). Para tanto, a TMR das
cascavéis foi medida através das taxas de consumo de oxigénio (Vo) nas
temperaturas constantes de 15°C, 20°C, 25°C, 30°C e 35°C. Para os regimes
flutuantes, as serpentes foram medidas em termoperiodos de 12/12 horas
compostos da seguinte forma: 15°C e 25°C; 20°C e 30°C; e 25°C e 35°C. Nossa
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hipotese central € de que a manutengao experimental dos animais em regimes
térmicos flutuantes, mais afins de sua biologia termal normal, resultem em taxas
metabdlicas menores em comparacdo aos regimes termais constantes de
temperatura correspondente. Ademais, nds antecipamos que este possivel efeito

sera mais marcante em faixas de temperatura mais elevadas.
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2 OBJETIVO

O objetivo principal do presente estudo foi avaliar os efeitos de diferentes
temperaturas e do termoperiodo sobre o metabolismo de repouso de cascavéis,
Crotalus durissus (Serpentes: Viperidae). Dessa maneira, verificamos se a
manutengdo de C. durissus sob uma temperatura constante (i.e., distante da sua
realidade biologica) acarretou em um incremento metabdlico, evidenciando assim

um potencial estresse térmico sofrido por estes animais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

A cascavel sul-americana, Crotalus durissus (Linnaeus, 1758) (Figura 1), &
um viperideo de médio porte (até 1,5 m) com ampla distribuicdo geografica (Figura
2), que ocorre do México até a Argentina, habitando tanto areas de Cerrado
(Campbell e Lamar, 1989) como regides de Mata Atlantica (Marques et al., 2001).
Essa espécie esta subdividida em 12 subespécies com o registro de sete delas no
Brasil (C. d. cascavella; C. d. collilineatus; C. d. dryinas; C. d. marajoensis; C. d.
ruruima; C. d. terrificus; e C. d. trigonicus).

Crotalus durissus exibe habitos terrestres e periodo de atividade tanto diurno
quanto noturno (Marques et al., 2005; Sawaya, Marques e Martins, 2008; Tozetti e
Martins, 2013). Apresentam dieta especializada em mamiferos, embora possam
ocasionalmente se alimentar de lagartos (Almeida-Santos e Germano, 1996;
Sant’Anna e Abe, 2007).

No presente estudo, foram utilizados treze individuos de C. durissus, de
ambos os sexos, coletados em diversas regides do estado de Sao Paulo, os quais
passaram, repetidamente, por todos os tratamentos. As serpentes foram mantidas
individualmente em abrigos de madeira (30 x 29 x 27 cm) com tampa de vidro e teto
perfurado para ventilacdo, forrados com papeldao corrugado. Esses abrigos foram
dispostos em sala com temperatura controlada (25°C + 2°C), situada no Laboratério
de Fisiologia Animal do Departamento de Zoologia da Unesp de Rio Claro, SP.

A alimentagéo das serpentes foi constituida de camundongos (Mus musculus)
oferecidos a cada 15 dias (Qquando nédo estavam em medi¢cao) e os animais tinham
livre acesso a agua. Apenas 0s animais que aparentavam estar saudaveis e que nao
estavam em processo de ecdise foram utilizados nos experimentos. Antes de cada
medic¢ao, todas as serpentes foram mantidas em jejum por um periodo de 15 dias.

A permissao de coleta e manutengao dos animais foi emitida pelo IBAMA (n°
processo: 22028-1), ao passo que a autorizagdo para uso dos mesmos no presente
estudo foi emitida pela Comisséo de Etica no Uso de Animais, Unesp, Rio Claro, SP
(CEUA, n° protocolo: 1492).
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Figura 1 - Individuo adulto de cascavel (Crotalus durissus)

Foto: Cortesia de Rodrigo Samuel Bueno Gavira

Figura 2 - Mapa da América-Latina destacando a distribuicdo geografica de

C. durissus (em amarelo).

Fonte: www.iucnredlist.org, 2015.
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3.2 Protocolo experimental

O VO, das serpentes foi determinado sob regime de temperatura constante
(TC) a 15°C, 20°C, 25°C, 30°C e 35°C. Para as determinag¢des nos regimes de
temperatura flutuante (TF), termoperiodos de 12/12 horas foram compostos da
seguinte forma: 15°C e 25°C; 20°C e 30°C; e, 25°C e 35°C. A meédia das
temperaturas destes regimes flutuantes foi, portanto, equivalente aos regimes de
temperatura constante de 20, 25 e 30°C, respectivamente.

Todas as serpentes foram medidas em todos os tratamentos de maneira
aleatorizada, sendo que entre uma medi¢cdo e outra foi observado um periodo
minimo de 15 dias para recuperacdo. Todas as medi¢cbes foram realizadas em
animais pos-absortivos. As temperaturas experimentais foram controladas através
da manutengdo dos animais dentro de uma camara climatica (Fanem, 347 CD; e
Eletrolab, 122 FC) durante a realizagdo dos experimentos. Os experimentos tiveram
duracao de quatro dias, dos quais descartavamos as primeiras 24 horas para a

aclimatacao dos animais.

3.3 Respirometria

A TMR de C. durissus foi quantificada através da determinacdo das taxas de
consumo de oxigénio (VO,) em um sistema automatizado de respirometria
intermitentemente fechada. Apds terem suas massas corpéreas aferidas, as
serpentes eram individualmente colocadas em camaras respirométricas
hermeticamente lacradas, de volume adequado ao seu tamanho (700 — 2000 mL;
Figura 3). As cdmaras contendo os animais eram entéo transferidas para a cdmara
climatica, previamente programada para o controle da temperatura e regime térmico
desejado, e imediatamente conectada ao sistema respirométrico. Este sistema era
composto por um controlador multiplo de fluxo (Multiplexer TR-RM8, Sable Systems)
programado (DATACAN V, Sable Systems) para intercalar um periodo de “fase
aberta”, no qual as camaras eram ventiladas com ar ambiente durante 60 minutos,
com um periodo de “fase fechada” no qual que o ar contido nos respirbmetros era
recirculado através de um analisador de oxigénio (PA-1B, Sable Systems) por 10
minutos (Figura 4). A queda na concentrag&o fracional de O, registrada durante a
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fase fechada foi utilizada para o célculo do VO,. Portanto, nosso sistema permitiu
determinar a taxa de consumo deO,, simultinea e rotativamente, para até sete
serpentes, com base em medigdes de 10 minutos de duragdo intercalados por

periodos de 60 minutos de renovagao do ar das camaras respirométricas.

Figura 3 - Exemplar de C. durissus dentro da camara respirométrica utilizada

para a aquisi¢cao dos dados.

Fonte: elaborado pelo proprio autor.



20

Figura 4 - Representacao esquematica do sistema de respirometria usado no
estudo. O computador demonstra a queda na concentragao fracional de O2, apds o
ar passar pela camara onde as cobras estavam inseridas. O analisador de O2 mede
a porcentagem de oxigénio no ar que entra (setas azuis) e sai (setas vermelhas) das
camaras respirométricas. O ar atmosférico é dividido em sete canais pelo fluxo de

ar.

Fluxo de ar

Fonte: elaborado por Rodrigo Samuel Bueno Gavira.

3.4 Validagao dos regimes flutuantes de temperatura

Os regimes flutuantes de temperatura, como ja dito anteriormente, sdo
compostos por duas temperaturas. Ocorre, porém, que a mudanga entre essas
temperaturas nao ocorre de maneira instantanea, tampouco o equilibrio entre a
temperatura ambiente e a temperatura corpérea das serpentes. Assim, para validar
as alteragdes de temperatura dos regimes flutuantes, nés implantamos registradores
de temperatura (dataloggers, Maxim, modelo 1922L) em cascavéis (n=4) com massa
similar aos animais experimentais. Apds, ndés submetemos as serpentes aos

mesmos regimes flutuantes de temperatura descritos anteriormente (ver item 3.2).
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Os registradores de temperatura foram cirurgicamente implantados e,
posteriormente removidos, na cavidade visceral dos animais através de uma incisao
ventro-lateral, posteriormente suturada com linha cirurgica de nylon. Durante a
cirargia, os animais foram mantidos sob anestesia inalatoria (isofluorano) e
localmente tratados com anestésico injetavel (lidocaina). O implante foi realizado na
regiao mediana do comprimento rostro-cloacal e os animais foram tratados com um
antibiotico (enrofloxacino) logo apds a cirurgia. Registradores de temperatura
idénticos aqueles implantados nos animais também foram colocados dentro da
camara climatica onde os experimentos foram realizados. Os registros de

temperatura foram programados para serem realizados a cada 10 minutos.

3.5 Tratamento e Analise dos dados

A TMR para as temperaturas constantes (TCs) e flutuantes (TFs, ver item 3.4)
foi estimada como a média dos valores de VO, dos animais em jejum, ao longo dos
trés ultimos dias de medicdo. Para os regimes flutuantes de temperatura, todos os
dados de TMR obtidos anteriormente a estabilizacdo da temperatura corporea das
serpentes junto a estabilizacdo da cémara climatica foram excluidos, sendo
considerados para andlise apenas os dados obtidos apds esse equilibrio (ver item
4.1). Tl representa a temperatura isolada durante o regime flutuante (i.e., sdo os
dados apenas das 12 horas em que o0s animais estavam em determinada
temperatura constante). A fim de uma maior facilidade na compreensao, sempre que
utilizarmos o termo TI, apresentaremos também, entre parénteses, o regime
flutuante correspondente e, em negrito, o termoperiodo que foi isolado, por exemplo:
“20°C_TI (20-30)".

Os testes estatisticos foram realizados comparando as TMRs: (I) entre as
diferentes temperaturas do regime constante; (ll) entre as temperaturas de 20°C,
25°C e 30°C do regime constante vs aquelas obtidas no regime flutuante
correspondente (i.e, 15-25, 20-30, 25-35); e, (lll) entre as cinco temperaturas
determinadas no regime constante vs as Tls correspondentes. Por fim, verificamos
ainda a sensibilidade térmica (Q1o) entre todos os intervalos das TCs e TFs.

Em todas as comparacdes, entre diferentes faixas de temperatura e
diferentes regimes térmicos, empregamos o teste ANOVA para Medidas Repetidas.
Em seguida, nos casos em que houve diferenga estatistica, utilizamos o teste post-
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hoc Student-Newman-Keuls, a fim de verificar quais pares de tratamento
apresentaram diferenca significativa entre si. N6s apresentamos nossos resultados

como média + EP (erro padrao). O nivel de significancia adotado foi P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Massa corporea e validagao dos regimes termais

A massa corpérea das cascavéis (4505 * 12,36 g) nao variou
significativamente entre todos os tratamentos (P = 0,137) (Tabela 1).

As alteragdes de temperatura dos regimes flutuantes demandaram varias horas
para serem efetivadas nas alteracbes correspondentes de temperatura corpédrea.
Para o regime flutuante de 15 a 25°C (Figura 5A e 5B), a camara climatica levou
aproximadamente 3 horas para estabilizar a temperatura mais baixa e 2 horas para
estabilizar a temperatura mais alta. A temperatura corpérea das cascavéis, por sua
vez, estabilizou-se com a temperatura experimental (com um erro de £1,0°C), apos
aproximadamente 5 horas e 4 horas, respectivamente. Para o regime flutuante de 20
a 30°C (Figura 5C e 5D), a camara climatica levou aproximadamente 4 horas para
estabilizar a temperatura mais baixa e 3 horas para estabilizar a temperatura mais
alta. A temperatura corporea das serpentes estabilizou-se com a temperatura
experimental (£1,0°C) apds aproximadamente 6 e 5 horas, respectivamente. No
regime flutuante de 25 a 35°C (Figura 5E e 5F), a camara climatica levou 4 horas
para estabilizar-se na temperatura menor e 2 horas na maior. A temperatura
corpérea das serpentes estabilizou-se com a temperatura experimental (£1,0°C)

aproximadamente apds 5 e 4 horas, respectivamente.
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Figura 5 — Variacdo da temperatura corpérea (circulos pretos) e experimental
(circulos brancos) nos trés regimes termais flutuantes. A e B ilustram as alteragdes
de temperatura do regime 20 _TF para a mudanga de 25 para 15°C e de 15 para
25°C, respectivamente; C e D ilustram as alteragcbes de temperatura do regime
25 TF para a mudanca de 30 para 20°C e de 20 para 30°C, respectivamente; E e F
ilustram as alteragcdes de temperatura do regime 30_TF para a mudanca de 35 para
25°C e de 25 para 35°C, respectivamente.
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4.2 TMR em regimes térmicos constantes e Qg

A TMR de C. durissus aumentou com o aumento da temperatura para todos
os intervalos de temperatura testados sob regime constante (15 vs 20°C, P = 0,011;
20 vs 25°C, P = 0,005; 25 vs 30°C, P < 0,001; 30 vs 35°C, P < 0,001; Tabela 1;
Figura 6). Os coeficientes de temperatura (Qqo) variaram de 2,9 a 4,4 entre os
diferentes intervalos testados e n&o apresentaram diferencas estatisticas entre si
(Tabela 2; P =0,317).
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Figura 6 - Taxa metabdlica de repouso (TMR) de C. durissus nas
temperaturas constantes de 15, 20, 25, 30 e 35°C. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas entre os tratamentos. As linhas que cortam as caixas
representam as medianas das amostras. Os limites superiores e inferiores das
caixas representam, respectivamente, o 1° e o 3° quartil. Os bigodes representam os

valores interquartis multiplicados por 1,5. Os pontos denotam valores atipicos nas

amostragens.
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Fonte: elaborado pelo préprio autor.
Tabela 1 - Massa corporea de C. durissus (n=13) e taxa metabdlica de
repouso (TMR) nas temperaturas constantes de 15°C, 20°C, 25°C, 30°C e 35°C.

15 °C 20 °C 25°C 30 °C 35°C

Massa corpoérea (g) 451+25,3 4011441 3981456 445+34,2 457,1124,3

TMR (mlO2.kg'.h")  6,7+0,7  13,7#1,7 215+24 39,5¢2,8 62,2426

Fonte: elaborado pelo proprio autor.
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4.3 TMR em regimes térmicos flutuantes e Q4o

A TMR de C. durissus aumentou com o aumento da temperatura média dos
trés regimes de temperaturas flutuantes medidas (P < 0,001 para todos os casos;
Tabela 3; Figura 7). Os valores de Q1o para os intervalos de 20°C_TF a 25°C_TF, de
25°C_TF a 30°C_TF e de 20°C_TF a 30°C_TF, nao apresentaram diferengas
estatisticas (média = 2,66 + 0,22; Tabela 4; P = 0,53).

Figura 7 - Taxa metabdlica de repouso (TMR) de C. durissus nas
temperaturas flutuantes de 20°C_TF (azul), 25°C_TF (verde) e 30°C_TF (vermelho).
Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os tratamentos. As linhas que
cortam as caixas representam as medianas das amostras. Os limites superiores e
inferiores das caixas representam, respectivamente, o 1° e o 3° quartil. Os bigodes
representam os valores interquartis multiplicados por 1,5. Os pontos denotam

valores atipicos nas amostragens.
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Fonte: elaborado pelo préprio autor.
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Tabela 2 - Massa corporea de C. durissus (n=13) e taxa metabdlica de
repouso (TMR) nas temperaturas flutuantes de 20°C_TF, 25°C_TF e 30°C_TF.

20°C 25°C 30°C

Massa corporea (9) 406,8+41,9 419,2+384 436,68+34,9

TMR (mlO2.kg™.h™") 12,19:0,75 19,01+0,75 30,27+1,72

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Tabela 3 — Coeficientes de temperatura (Q1o) para as TMR de C. durissus em
trés intervalos de temperaturas flutuantes: 20°C_TF a 25°C_TF, 25°C_TF a 30°C_TF
e 20°C_TF a 30°C_TF. AT - Intervalos de temperaturas.

AT Q1o
20-25°C 2,97+0,55
25-30°C 2,69+0,32
20-30°C 2,32+0,17

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

4.4 TMR em regimes térmicos constantes vs TMR em regimes térmicos

flutuantes

As TMRs medidas a 15°C_TI (15-25°C) e 15°C_TC nao apresentaram
diferencas significativas (Figura 8A; P = 0,180). As TMRs medidas a 20°C_TF,
20°C_TI (20-30°C) e 20°C_TC nao apresentaram diferengas significativas entre si
(Figura 8B; P = 0,208). As TMRs medidas a 25°C_TF, 25°C_TI (15-25°C), 25°C_TI
(25-35°C) e 25°C_TC nao apresentaram diferengas significativas entre si (Figura 8C,;
P = 0,075). As TMRs medidas a 30°C_TF e a 30°C_TI (20-30°C) foram
estatisticamente menores do que a TMR medida a 30°C_TC (Figura 8D; 30°C_TF vs
30°C_TI (20-30), P = 0,222; 30°C_TF vs 30°C_TC, P = 0,005; 30°C_TI (20-30) vs
30°C_TC, P < 0,001). As TMRs medidas a 35°C_TI (25-35°C) foram
significativamente menores do que a medida a 35°C_TC (Figura 7E; P < 0,001).
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Todas as TMRs obtidas nas temperaturas constantes, flutuantes e isoladas estao

representadas na Tabela 5.



Figura 8 - TMR de C. durissus nas temperaturas constantes, flutuantes e
isoladas. A) 15°C_TI/TC; B) 20°C_TUTF/TC; C) 25°C_TITF/TC; D)
30°C_TI/TF/TC; e E) 35°C_TI/TC. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas entre os tratamentos. As linhas que cortam as caixas representam
as medianas das amostras. Os limites superiores e inferiores das caixas
representam, respectivamente, o 1° e o 3° quartil. Os bigodes representam os
valores interquartis multiplicados por 1,5. Os pontos denotam valores atipicos

nas amostragens.

30
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Comparando as TMR obtidas em regimes de temperaturas constantes
apenas com as obtidas nos seus regimes flutuantes correspondentes observamos
que existe diferenga significativa entre as maiores temperaturas, sendo que a TMR

obtida no regime de 30°C_TC é maior do que a obtida em 30°C_TF (Figura 9).

Figura 9 - Variacdo da TMR de C. durissus nos regimes constantes (20°C,
25°C e 30°C; caixas vermelhas) e nos regimes flutuantes (15-25°C = média 20°C;
20-30°C = média 25°C; e 25-35°C = média 30°C; caixas azuis) de temperatura.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre as temperaturas de um
mesmo regime termal; o asterisco denota diferenca estatistica entre os tratamentos
constantes e flutuantes. As linhas que cortam as caixas representam as medianas
das amostras. Os limites superiores e inferiores das caixas representam,
respectivamente, o 1° e o 3° quartil. Os bigodes representam os valores interquartis

multiplicados por 1,5. Os pontos denotam valores atipicos nas amostragens.
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Tabela 4 — Valores de taxa metabolica de repouso (mlO..kg™.h") de C.

durissus nas temperaturas constantes (TC), flutuantes (TF) e isoladas (TI).

15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
TC 6,65+0,66 13,72+1,69 2154+24 3954+284 6222267
TF 12,19 +£0,75 19,0120,75 30,72+1,72 -
TI 8,21 + 0,83 11,11 + 0,44 16,38 £ 0,77 26,54 + 1,22 4234 + 2,63
(15-25°C)  (20-30°C)  (15-25°C)  (20-30°C) (25-35°C)
18,64 + 1,23
(25-35°C)

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Os valores de Q4o obtidos para os intervalos entre os tratamentos flutuantes,
embora menores do que os obtidos para os mesmos intervalos de temperaturas
constantes, ndo atingiram diferenca significativa quando comparados entre si (P >

0,1 em todos os casos; Tabela 6; Figura 10).

Tabela 5 — Coeficientes de temperatura (Qq) para as TMR constantes e
flutuantes de C. durissus em trés intervalos de temperaturas: 20°C a 25°C, 25°C a
30°C e 20°C a 30°C. AT - Intervalos de temperaturas.

AT Q1oconstante Quiofiutuante
20-25°C 2,99 + 0,49 2,97+0,55
25-30°C 4,44 + 0,93 2,69+0,32
20-30°C 3,04 + 0,41 2,32+0,17

Fonte: elaborado pelo proprio autor.
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Figura 10 - Coeficientes de temperatura (Qq) da variagdo da TMR de C.
durissus nos intervalos dos regimes constantes (caixas vermelhas) e dos regimes
flutuantes (caixas azuis) correspondentes. As linhas que cortam as caixas
representam as medianas das amostras. Os limites superiores e inferiores das
caixas representam, respectivamente, o 1° e o 3° quartil. Os bigodes representam os
valores interquartis multiplicados por 1,5. Os pontos denotam valores atipicos nas

amostragens.
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5 DISCUSSAO

5.1 TMR em regimes térmicos constantes e Q1o

A TMR encontrada para C. durissus no presente estudo foi congruente com
aquelas preditas com base na massa corporea e temperatura por Andrews e Pough
(1985) para Squamata em geral. A 30°C constante, a TMR de C. durissus
encontrada no presente trabalho foi cerca de 20% menor do que aquela encontrada
por Andrade et al., (1997), para esta mesma espécie de serpente. Entretanto,
Andrade et al.,, (1997) utilizaram serpentes juvenis com massa corporea de
aproximadamente 60 g, um tamanho corpéreo cerca de 7,5 vezes menor que 0s
individuos do presente estudo. Assim, é possivel que a diferengca nos valores de
TMR entre estes dois estudos esteja relacionada a diferengas na massa corpoérea
dos animais (Templeton, 1970; Whitford, 1973; Hayssen e Lacy, 1985; McKechnie e
Wolf, 2004).

Em todas as faixas de temperatura testadas (Tabela 6), nossos valores de
Q1o foram maiores do que os valores compilados para Squamata por Andrews e
Pough (1985). O valor de Qi calculado para C. durissus entre 20 e 25°C é
semelhante aos encontrados para outras duas espécies da familia Viperidae,
Agkistrodon piscivorus (McCue e Lillywhite, 2002) e Bothrops alternatus (Gavira e
Andrade, 2013b). Ndo encontramos na literatura valores de Qqp proximos ao que
calculamos entre 25°C e 30°C. O valor do Qg calculado para o intervalo total de 20
e 30°C foi similar aqueles reportados por Chappel e Ellis (1987) para boideos e
Dorcas et al. (2004) para a cascavel costa de diamante (Crotalus adamanteus).
Nesta mesma faixa, o Qqo foi maior que o encontrado por Cruz-Neto e Abe (1994)
para Bothrops moojeni € menor que o encontrado por Beaupre e Zaidan Il (2001)
para uma a cascavel madeira (Crotalus horridus). Portanto, observamos que existe
uma variagao para esse parametro entre as espécies de Viperidae ja amostradas, e

as razdes para isso ainda sao incertas.



36

Tabela 6 - Coeficiente de temperatura (Q1o) para as TMR de C. durissus em
trés intervalos de temperaturas constantes (20 a 25°C, 25 a 30°C e 20 a 30°C) e

comparag¢ao com alguns dos valores ja conhecidos em literatura.

20a25°C 25a30°C 20a30°C Referéncia

299+0,49 444+093 3,04 +0,41 Presente estudo

C. durissus
Squamata 2,4 2,4 2,4 Andrews e Pough (1985)
Boidae -- -- 2,61 Chappel e Ellis (1987)
Bothrops moojeni -- -- 1,89 Cruz-Neto e Abe (1994)
) Beaupre e Zaidan llI
Crotalus horridus -- -- 4,25
(2001)
Agkistrodon piscivorus 2,58 2,48 -- Mccue e Lillywhite (2002)
Crotalus adamanteus -- -- 3,30 Dorcas et al. (2004)
Gavira e Andrade
Bothrops alternatus 2,64 2,64 --

(2013b)

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

5.2 TMR em regimes térmicos constantes vs TMR em regimes flutuantes

A TMR de C. durissus foi significativamente maior no regime termal constante
de 30°C, quando comparada ao regime de 30°C_TF. O mesmo padrao foi
encontrado para a serpente Bothrops alternatus, porém a 25°C (Gavira e Andrade,
2013b). Isso indica que a manutengcdo de serpentes em regimes constantes de
temperatura leva a um aumento nas taxas metabdlicas de repouso. Porém, estas
diferengcas podem ser manifestadas em diferentes faixas de temperatura na
dependéncia da biologia termal da espécie considerada. Uma possivel explicagao
para as diferengcas de TMR entre os regimes flutuantes e constantes poderia estar
relacionada com diferengcas na dinamica das alteracbes da temperatura
experimental. Ou seja, se o tempo necessario para o equilibrio entre a temperatura
corpdrea dos animais e a temperatura experimental diferirem na dependéncia da

mudanca de temperatura, de forma que as alteracdes na temperatura corpérea das
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serpentes nao refletissem exatamente a temperatura média esperada. Isso de fato
se confirmou com nossos dados e tanto a temperatura experimental (dentro da
camara climatica) quanto a temperatura corporea, em geral, esquentaram-se mais
rapidamente do que resfriaram. No entanto, os potenciais efeitos desta histerese
térmica foram evitados em nosso estudo, pois nossos calculos da TMR foram
realizados considerando horas apos a alteracdo de temperatura, quando a
temperatura corporea das serpentes ja havia entrado em equilibrio com a nova
condigdo. Porém, é ainda possivel que, mesmo em equilibrio térmico, algum efeito
residual das alteragdes prévias da temperatura ainda pudessem estar em acéo. O
que nao afeta as conclusdes discutidas abaixo.

A diminuicdo da taxa metabdlica de repouso que observamos, ao comparar o
regime de 30°C constante com o regime flutuante de 30°C, pode ser explicada pelo
fato de a TMR registrada para 35°C_TI (25-35) ter sido 32% menor do que a obtida a
35°C_TC, ao passo que a TMR obtida a 25°C_TI (25-35) foi apenas 8,6% menor do
que TMR a 25°C_TC. Da mesma forma, embora a TMR determinada a 30°C_TI (20-
30) tenha sido estatisticamente menor do que a TMR a 30°C_TC, ndo houve
diferencga significativa entre as TMRs obtidas nos regimes constante e flutuante de
25°C. Ainda, para as menores temperaturas, i. e., 15°C e 20°C, o regime térmico
flutuante ndo exerceu influéncia marcante na TMR de C. durissus. Isso demonstra
que os efeitos de regimes térmicos constantes e flutuantes sobre a TMR se tornam
mais evidentes com o aumento da temperatura. Carey (1979), para anfibios,
encontrou um padrdao diferente do que apresentamos nesse trabalho. Seus
resultados apontaram que o incremento metabdlico com o aumento da temperatura
seria maior no regime flutuante do que no regime constante. Porém, foram usadas
duas espécies de anfibios e apenas um regime de temperatura flutuante que ia de 5
até 30°C, ou seja, uma mudanga mais brusca (no periodo de uma hora a uma hora e
meia, 0s animais experimentavam uma mudanga de 25°C) do que os regimes
flutuantes usados no nosso trabalho, que foram de 10°C entre as maiores e as
menores temperaturas.

Os valores de Q1 calculados em nosso estudo, para regimes de temperatura
constante e flutuante, ndo diferiram estatisticamente entre si. No entanto, notamos
que em todas as comparagdes os valores médios de Q4o dos regimes flutuantes séo
menores do que o0s encontrados para os regimes constantes e, assim como

demonstrado para as taxas metabdlicas de repouso, essa diferengca se torna mais
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marcante com o aumento de temperatura. Essas diferengas podem ser associadas
ao regime térmico utilizado, devido ao incremento na TMR de C. durissus ser maior
nas temperaturas constantes. O valor médio de Q4o € similar nas temperaturas de 20
e 25°C, que apresentaram as menores diferencas, ao comparar as TMRs obtidas
nos regimes térmicos constantes vs flutuante. Ja o valor médio de Q1o entre 25°C e
30°C é 39% menor no regime flutuante de temperatura. O indice Q4o apresenta uma
grande variagao entre os individuos a 25°C e 30°C (1,4 a 13,9 no regime constante e
1,5 a 4,7 no regime flutuante; n = 13 em ambos os casos), mas todos os valores
maiores que 5 foram calculados para os individuos nos regimes constantes (n=5). O
calculo dos valores de Qpo, mesmo estes ndo demonstrando diferengas
significativas, ajudou a demonstrar o mesmo padrdo geral que encontramos para
TMRs, ou seja, as diferengas entre temperaturas constantes e flutuantes se tornam
maiores conforma se aumenta a temperatura.

Embora essa diferenga nas taxas metabdlicas medidas em regimes
constantes e flutuantes de temperatura exista e ja tenha sido demonstrada em
outros trabalhos (Bozinovic et al., 2013; Gavira e Andrade, 2013b; Stahlscmidt,
Jodrey e Luoma, 2015), ainda ndo ha uma explicagdo definitiva para esta
observacado. Existem evidéncias de que essa diferenga notada entre regimes
térmicos constantes e flutuantes esteja associada a manutengao de ectotérmicos em
temperaturas constantes por periodos prolongados de tempo, ocasionando um
potencial estresse térmico nesses animais (Niehaus et al., 2012). A explicagao para
isso é que ectotérmicos, de uma maneira geral, estdo acostumados a enfrentar uma
variagdo circadiana consideravel na temperatura corpérea (Kingsolver, Higgins e
Augustine, 2015; Colinet et al., 2015). O préoximo passo para resolver esta questéao
seria a medigcao dos niveis de agentes estressores no sangue desses animais, logo
apos a manutengao em regimes constantes e em regimes flutuantes de temperatura.

Nosso trabalho demonstra que resultados obtidos em regimes constantes de
temperatura devem ser tratados com cautela, pois a temperatura constante afeta de
maneira significativa a taxa metabdlica de ectotérmicos. Varios trabalhos (Bozinovic
et al., 2013; Gavira e Andrade, 2013b; Colinet et al., 2015; Stahlschmidt, Jodrey e
Luoma, 2015), e agora o nosso, apontam para a mesma diregdo: o uso de regimes
termais constantes pode subestimar e/ou superestimar as taxas metabdlicas obtidas
nas diferentes temperaturas experimentais sendo que, ao menos para C. durissus,

estas diferengas se tornam mais marcantes conforme se aumenta a temperatura.
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6 CONCLUSAO

A temperatura, constante ou flutuante, afeta de maneira significativa a TMR
de Crotalus durissus. Ademais, a TMR foi significativamente afetada pelo tipo de
regime térmico utilizado, sendo que, em temperaturas mais elevadas, as TMR
obtidas em regimes flutuantes foram significativamente menores do que as obtidas
em regimes constantes. Essa observagao indica que determinagbes metabdlicas
conduzidas sob regime térmico constante podem levar a uma superestimativa da
TMR.

Finalmente, devido aos maiores valores de TMR obtidos no regime constante
de temperatura, nossos resultados sugerem um potencial estresse térmico sofrido
por ectotérmicos nesse tratamento. Portanto, recomendamos que a biologia termal
dos animais seja levada em consideragdo em estudos focando relagbes energéticas

de animais ectotérmicos.
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